集光フェムト秒レーザーを用いた単一神経細胞の光刺激法の開発と神経回路網の機能解析への応用 by 坂本 泰隆





情報科学専攻 工藤研究室 坂本 泰隆 
 
脳は神経細胞からなる巨大な回路網を形成しており、神経細胞ネットワークを介した情
報伝達により複雑な高次機能を司っている。神経細胞ネットワークの結合特性を明らかに
するためには、特定の細胞や細胞群を刺激することにより発生する活動電位の時空間パタ
ーンを計測する必要がある。この刺激手法として、電気生理学的、あるいは薬理学的な手
法があるが、前者では単一神経細胞のみを刺激できるが直接細胞に接触し損傷する可能性
があり、また、後者では細胞群レベルでの刺激は可能であるが、特定の細胞のみを高精度
に刺激することは難しい。そこで本研究では、フェムト秒レーザーという超短パルスレー
ザー光源を用いて単一神経細胞のみを刺激する手法の開発を行った。フェムト秒レーザー
は、10-15 秒の時間単位でパルスを発振するレーザーであり、顕微鏡下で集光することによ
り、細胞の局所領域のみの反応、操作を可能とする。蛍光カルシウム指示薬を用いてレー
ザー照射時に観測される細胞内 Ca2+濃度の蛍光測定を行い、フェムト秒レーザー照射によ
り単一神経細胞の刺激が可能であるかを検証した。 
蛍光カルシウム指示薬 Fluo-4 を負荷した神経細胞の細胞体にフェムト秒レーザーを集光
すると、レーザー光の集光領域において蛍光強度の増加、すなわち細胞内 Ca2+濃度の一過
的な上昇がみられた。フェムト秒レーザー照射に伴う細胞内 Ca2+濃度の上昇は、レーザー
光強度および照射時間、レーザー光の集光位置に依存することを明らかにした。この結果
は、フェムト秒レーザーの多光子吸収過程により局所的に反応が誘起されることを示して
おり、高エネルギーのレーザー照射により細胞膜に一過性の微小穿孔が誘起され、細胞内
へのイオン流入を促すと考察した。また、細胞外電位多点計測システムを用いて、フェム
ト秒レーザー照射に伴う神経細胞の電気活動変化を測定したところ、レーザーを照射した
電極において細胞の刺激に伴う誘発応答と推察される電位の変化が観測された。以上の結
果から、フェムト秒レーザー照射により、単一神経細胞が刺激されることを明らかにした。
本手法は、細胞への付加的な影響がほとんどない状態で、神経回路網内の単一神経細胞の
刺激が可能となる。また、非接触で高空間分解能を有する操作が可能であることから、神
経回路網の機能解析において有効な手段になると期待される。 
